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l g7)Abstract ~~j 



J^FSioTr^t8ins-are-disclosed-havingthe-form 2TX-and- v 
-Y are each of the 20 amino-actds determined by the genetic code, Z, is a bacterial amino-acid sequence and Z 2 is the target 
peptide composed of any desired amino-acids of the genetic code. Also disclosed are their production process an d [ their , 
"enzymatic cleavage to form desired eukaryotic proteins. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Fusionsproteine der Forme! (I): H2N-Z r X-(Pro-Y-Gly) D -Pro-Z 2 -COOH in der n 
2 ist, X und Y jede der 20 durch den genetischen Code festgelegten Aminosauren darstelit, Z x eine baktenelle Amino- 
sauresequenz und Z 2 das Zielpeptid aus beliebigen Aminosauren des genetischen Codes bedeuten, Verfahren zu ihrer Her- 
steltung und ihre enzymatische Spaltung zu gewunschten eukaryotischen Proteinen. 
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Verf ahren zur Herstellung von Peptiden durch spezif ische 
Spaltung von gentechnisch gewonnenen Fusionsproteinen mit 
Collagenasen 



Die Gentechnologie hat neue Wege zur Herstellung von Peptiden 
und Proteinen eroffnet, welche der herkommlichen chemischen 
Synthese, insbesondere bei langeren Aminosauresequenzen, weit 
uberlegeri s i nd. Dadurch stehen erstmals sonst schwer zugangliche 
Substanzen wie Wachstumshormon , Inter ferone und zahlreiche Pep- 
tidhormone in ausreichenden Mengen zur Verfiigung (F.A.O. 
Harston, Biochem. J. 240, 1-12 [1986]). 

Die gentechnischen Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden 
beruhen auf der Ubertragung einer geeigneten Desoxyribonuklein- 
saure (DNA) , welche Codons fiir die herzustellende Aininosaurese- 
quenz enthalt, auf geeignete Wirtszellen in einer Form, welche 
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gefolgt von den Ccdons fur das neue Peptid sowie einem Stopcodon. 
Nach Uberruhrung des Plasmid-Vektors in eine geeignete bakteri- 
elle Wirtszelle durch Transformation steuert das Hybrid-Gen die 
Biosynthese eines Fusionsproteins , dessen N-terminaler Teil sich 
von dem entsprechenden' bakteriellen Protein ableitet, wahrend 
der C-terrninale Teil aus der Aminosauresequenz des herzustellen- 
den Peptids besteht. Dieses Fusionsprotein kann leicht durch 
Fermentation der transf ormierten Zellen in groBen Mengen herge- 
stellt und isoliert werden. Verschiedene bakterielle Gene sind 
fur die Konstruktion von Hybrid-Genen eingesetzt worden, vor- 
zugsweise jedoch solche fur die Enzyme B-Galactosidase, fi-Lacta- 
mase, Anthranilat-Synthetase, alkalische Phosphatase und Chlor- 
amphenicol-Acetyltransf erase . 

Die letzte Stufe bei der Herstellung eines Peptids nach dem 
oben skizzierten Verfahren ist die exakte Spaltung des Fusions-, 
proteins. Um diese zu ermoglichen, muB- das Hybrid-Gen so kon- 
struiert werden, daB in dem spateren Fusionsprotein zwischen dem 
bakteriellen Teil und der neu herzustellenden Peptidsequenz eine 
leicht und selektiv spaltbare Peptidbindung vorhanden ist. Die 
Entwicklung eines spezifischen und moglichst breit anwendbaren 
Verfahrens fiir die Spaltung von Fusionsproteinen hat sich als 
das grofite und bisher nicht vollig zuf riedenstellend geloste 
Problertrbei der gentechnischen Herstellung kleinerer und mittel- 
grofier Peptide erwiesen,. 

Gegenstand. der vorliegenden Erf indung ist ein spezif isches 

und daher allqemein anwendbares Verfahren zur Spaltung von Fu- 



BNSDOClO: <WO 6S0246iAl.l.> 



WO 89/02461 



- 5 - 



PCT/DE88/00535 



Chem. Hoppe-Seyler 367, Suppl. Aug. 1986, S. 162, Abstr. 
19.01.03), die spezifisch nach Lysin spaltet, 1st ebenfalls 
eingesetzt worden. 

Sehr viel spezifischer und'damit breiter anwendbar sind Verfah- 
ren, die eine spezifische Bindung innerhalb einer genau de- 
finierten Sequenz aiis mehreren Aminosauren spalten. So.konnten 
P.R. Szoka et al. (DNA 5, 11-20 [1986]) ein Fusionsprotein , in 
dem* eine Teilsequenz aus Anthranilat-Synthetase sowie Rin- 
der-Wachstumshormon uber die Sequenz Asp-Pro miteinander ver- - 
kniipft sind, durch Einwirkung von Saure in die beideri Bestand- 
teile zerlegen, weil die Bindung Asp-Pro sehr sau'relabil ist. 
Neben der Tatsache, daB man bei der ' Einwirkung von Saure auch 
mit der Spaltung weiterer Peptidbindungen als Nebenreaktion 
rechnen muB , hat dieses Verfahren vor alien den Nachteil, daB 
das Prolin aus der Kopplungssequenz . am N-terminalen Ende des 
Peptids iibrig bleibt, was in vielen Fallen nicht toierabel ist. 
Die gleiche Einschrankung muB man bei der Umsetzung mit Renin 
machen f welches verwendet worden ist, urn in einem Fusionsprotein 
innerhalb der Sequenz Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr selektiv die 
Bindung zwischen den beiden Leucin-Resten zu spalten (J.S. Bo- 
ger et al . , EPA 0163573.) . In diesem Fall bleiben -drei zu- 

satzlicteund haufig unerwunschte N-terminale Aminosauren ubrig. - 

Faktor'Xa, eine Plasmaprotease, deren normale -Funktion die LJm- 
vandlung von Prothrombin in Thrombin ist,' ist .von K. Nagai und 
H.C. Thtfgersen . (Mature 309, 810-812 [1984]) verwendet worden, 
urn humanes B-Globin aus einem Fusionsprotein f reizusetzen , des- 



, BNSDOCID: <WO 690246IA1.I > 



WO 89/02461 



- 7 - 



PCT/DE88/00535 



Trypsinoqen. dem naturlichen Substrat der Enterok i nase . 

Versuche, Fusionsproteine, in denen alkali- 
sche Phosphatase und adrenocorticotropes Horraon iiber die genann- 
te Sequenz verkniipft waren, mit Enterokinase zu spalten , waren 
jedoch nicht 'erfolgreich. 

In EP 20290 wird ein Verfahren beschrieben, das 

die hone Spezifitat von Collagenasen zur Spaltung von Fusions- 

proteinen entsprechender Struktur ausnutzt . 

Collagenasen erkennen die Sequenz Pro-Y-Gly- 
Pro, wobei Y jede beliebige der 20 Aminosauren des genetischen 
Codes sein kann, und spalten zwischen Y und Gly. Aus einem Fu- 
sionsprotein, welches diese Sequenz* enthalt, wird ein Peptid 
freigesetzt, welches am N-terminalen Ende noch die aus der 
Collagenase-Sequenz stairanenden Aminosauren Gly und Pro enthalt. 
Diese konnen als Dipeptid mit einem weiteren Enzym, der Post- 
£rolin-Dipeptidyl-^ninopeptidase (PPDA) , entfernt werden. 

Versuche zur Spaltung von Peptiden und Proteinen, welche die 
Sequenz Pro-Y-Gly-Pro enthalten, mit Clostridiopeptidase A , ei- 
ner Collagenase aus Clostridium histolyticum (EC 3.4.24.3) f ha- 
ben nun gezeigt, daB die Anwendung der oben beschriebenen 
Reaktionsfolge zur Herstellung von Peptiden uber Fusionsproteine 
nur in sehr begrenztem Mafie moglich ist. Zwar konnten M. Topert 
et al. (Mitteilung beim 14. FEBS-Meeting [1981]) zeigen, dafi 
sich ein relativ kleines, halbsynthetisches Modellpeptid , .und 

zwar die Verbindung . . 

Cbo-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-Insulin-A-Kette (Rind) 
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ses Protein lieli sich mit Col lagenasen ahnlich gut spalten wie das 
entsprechende Collagen selbst. Es ist jedoch nicht bekannt, an wel- 
chen Stellen. innerhalb der Sequenz von ungefahr 60 Aminosauren das 
Fusionsprotein genau gespal ten , w i rd . Es zeigte sich au&erdem, daft 
ein reehr oder weniger.gro.Ber Rest dieser Sequenz noch am N-termina- 
len Ende des C-termi na len Spa 1 tproduktes vorhanden ist. Daher ist 
diese Verf ahrensvari ante zur He'rstellung von Polypeptfden mit genau 
vorgegebenem N-terminalen Ende ungeeignet. 

Die vorliege.nde Erfindung- besteht in einem Verfahren zur Herstellung 
von . Zielpe'ptiden, das dadurch gekennzeichnet i st , daft man aus einem 
F.usibnsprotein der Forme I I, 

H 2 N-Z^-X-(P'r r o-Y-GIy ) n -Pro-Z 2 -CpOH (I), 
i ri der ' ; ■ 

, n > 2. ist, . ' • 

X und Y jede der 20 durch den genet ischen Code 

: f estgelegten Aminosauren darstellt, : 
Z 1 eine bakteriel le« Ami no sau re sequenz und 

, ' z 2 das Zielpeptid aus be 1 i eb igen Aminosauren 

des genet i scheh Codes, bedeuten , . }. 

die C-terminal auf die Ami nosauresequenz -X- (Pro-Y-Gly) n -Pro- , in 
, der X und Y jede, genetisch kodierbare Aminosaure und n > 2 bedeuten, 
folgende Protei nsequenz enzymatisch mi t Coll agenase und Postprolin- 
dipeptidy 1 aminope'ptidase (PPDA) abspaltet. , 



Risisnnr.irv *wn Rono-afiiAi t = 
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NH, 



Bakteriel 1 e 



Prote in sequenz 



X-(Pro-Y-GIy) n -Pro 



Pept id 



COOH 



Col lagenase 



Bakteriel le 

NH 2 -- -- x-Pro-Y + (Gly-Pro-Y)^ 

Prote i nsequenz 



Peptid 
+ Gly-Pro -------- COOH 



PPDA 



t Peptid . 
Gly-Pro + NH 2 -------- COOH 



Fur X und Y kann jede der im geneti.schen Code festgelegten 
20 Aminosaur.en stehen. n bedeutet bevorzugt 2 bis 10. 



Der Vpr.teil des neuen ' Verf ahrens zur Spaltung von Fusions- 
proteinen besteht gegeniiber dem Verfahren aus EP 202.90 darin, 
daft die Umsetzungsgeschwindigkei t z.B. mit Clostridiopeptidase A 
um Gr6Benordnungen gesteigert. we r den kann. Fu s ions prote i.ne, die 
die Erkennungssequenz fur Col lagenase in repe.titiver Form erit- 
ha.lten, lassen sich unvergl e i ch 1 i ch v i e 1 besser spa 1 ten. a 1 s di e 
entsprechenden Fusionsprotei ne mit einer einfachen Spaltstelle 
fur Col 1 agenasen. 
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synthese der in Tab. 1 dargestellten Proteine bewirken. Dazu 
wurden in- zwei Positionen des phoA-Gens auf pSB94, namlich in 
die Ncol- bzw. in die Sphl-Sequenz , Oligonukleotide eingefiigt, 
welche in den modif izierten Genen Codons fur die durch Collage- 
nasen erkennbaren Aminosauresequenzen bilden. Restriktionskar- 
ten von pSB94 und der davon abgeleiteten Plasmide pSA302, pSA506 
und pHS4133 sind in den Abb. 1-4 dargestellt. 

Die Ergebnisse der Umsetzung der 3 Modellproteine mit Clostri- 
• diopeptidase A sind auf- Seite 35und 36 sowie in Tab. 2 dargestellt. 
S. zeigt eine gelelektrophoretische Trennung, die die Entstehung 

von Spaltprodukten des erwarteten Molekulargewichtes und 
damit die spezifische Spaltung an der vorbestimmten Stel- 

le belegt. Auf Seite 36ist die Abhangigkeit der Produktbildung 
von der Inkubatiohszeit und der eingesetzten Enzymmenge darge- 
stellt. Die aus den Kurven ermittelten Produktbildungsraten , 
die in Tab. 2 zusammengef aBt sind, machen deutlich, in wel- 
ch em Um fang eine Doppelschnittstelle (Hs' 4133/1) und erst recht 
eine f unf fache-Schnittstelle (SA 506/1) die Reaktionsf ahigkeit 
gegenuber Collagenasen im Vergleich zu einer einfachen Schnitt- 
stelle (SA 302/1) erhohen. . . 

In d'T deutschen Pa'teatanmeldung (Aktenzeicnen P 3 7 31 875.6 ). deren Gegen- 
scand ein Verfahren zur Herstellung von adrenocorticotropem Hor- 
mon und davon abgleiteten Peptiden ist, werden Fusionsproteine 
beschrieben, in denen die Hormonsequenz uber eine einfache bzw. 
repetitive Collagenase-Schni --tstellen an Teilsequenzen der alka- 
lischen Phosphatase aus E.coli gekoppelt sind. Die dort beschrie- 

ERSAXZSLmST • 
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des entsprechenden Spaltproduktes aus SA 341/1 durch Bestimmung 
einer N-terminalen Partialsequenz bestatigt: der Edman-Abbau 
ergab die fur die ersten sieben Aminosauren von Gly-Pro-ACTH er- 
wartete . Sequenz. Offenbar werden durch Spalten einer ersten Bin- 
dung innerhalb einer repetitiven Sequenz die veiteren Spaltstel- 
len durch Freilegung und bessere Zug.anglichkeit so aktiviert, 
daB sie sehr viel rascher reagieren als die erste Spaltstelle, 
so daB Zwischenprodukte unvollstandiger Spaltung nicht zu er- 
fassen sind. 

Durch die Verwendung repetitiver Cdllagenase-Schnittstellen 
wird die Spezifitat des Verfahrens deutlich erhoht, und selbst 
Peptide, die zufallig die Sequenz Pro-X-Gly-Pro enthalten, konn- 
ten wegen der geringen Reaktionsf ahigkeit dieser Sequenz unter 
den hier angewendeten Bedingungen hergestellt werden. Damit ist 
das' Verf ahren zur Herstellung praktisch jeden beliebigen Peptids 
geeignet, und auch in der Wahl der Wirts-/Vektor-Systeme sowie f 
die Verwendung anderer Collagenasen und Aminopeptidyl-Dipeptidasen ahnlicher 
Spezifitat gibt es kelnerlei Einschrankungen. 

Das erf indungsgemafte Verfahren lafit sich naturlich auch in einem Schritt, d.h. 
bei gleichzeitiger Umsetzung mit Collagenase und PPDA, durchfuhren. 

Am 16.07. 1979 wurde bei der American Type Culture Collection (ATCC) in 
Rockanlle, Md., USA hinterlegt (H inter 1 egungsnummer ) : 
f Plasmid pBR 322 (ATCC 40015). * 

Am , 16.07. 1979 wurde bei. der DSM V Gottingen hinterlegt: 

Escherichia coli SB 44 (DSM 1606). 
Seit dem. 26.11.1973 liegt bei der DSM eine Hinterlegung vbr fur: 
Escherichia coli K. 12 Wildtyp (DSM 498). 
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Die Trennung der beiden Fragmente erfolgte durch Agarose- 
Gelelektrophorese. 

Das 6454 bp-Fragment wurde aus einem 0.7 */ Agarosegel durch 
Elektroelut ion isoliert [T. Maniatis , E. Fritsch,' J. Sambrock; 
Molecular Cloning. 164-165, Cold Spring Harbor Lab. New York 
(1982)3 und in einem Ligaseansatz uber die komplement ar en 5'- 
uberhangenden Einzels t ra ngenden zu Ringmolekulen verknupft. 
Die Ligasereaktion mi t T4-Liga se ( Biolabs . USA) erfolgte in 
einem Rea ktionspuf f er mit 50mM TrisHCl. 1 OmM MgCl 2 , 20mM 
Dit hiot hrei tol . 50ug/ml Rinder serumalbumin t 1mM ATP, pH 7.8. 
Der Ligaseansatz .( lOOpi; Volumen) wurde 16. Stunden bei 13°C 
inkubiert. ' 

Die Reaktion wurde durch Phenolextraktion gestoppt und die 
DNS aus der wassrigen Phase nach dreimaliger At herex tr a k tion 
mit Athanol gefallt. Nach Zentr i f uga tion wurde der DNS-Nieder- 
schlag in 50ul DNS-Puffer (45mM TnsHCl, 0,1mM EDTA. pH 7,9) 
geldst und zur Transformation kompetenter Zellen des Stammes 
Escherichia coli SB44 eingesetzt [ZOOul kompetente Zellen 
+ 25ul der DNS aus dem Ligaseansatz], 

Die Herstellung von kompetenten Zellen sowie Transf orma tions - 
bedingungen eritsprechen den in EP 23882 beschrieberien Verfahren 
und Bedingungen. 

Aus, den erhaltenen Tra nsf orma nten ( ampicillinresis tent e Zellen) 
wurde Plasmid-DNS isoliert und durch Res triktionsanaly se die . 
Struktur des Plasmids bestatigt. 
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Oligonucleotide wurden mit Hilfe eines automatisierten DNS-Syn- 
thesegerates, Modell 381A der Firma 'Applied Bibsystems, 850 
Lincoln Centre Drive, Foster City, Calif. 94 404, USA 1 , nach 
den Angaben des Gerateherstellers synthetisiert und durch Gel- 
elektrophorese gereinigt. 

Die Sequenzierung von DNS erfolgte nach dero Didesoxy-Verf ahren 
(F. Sanger et. al. , Proc.Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467 
[1977]) unter Verwendung der Einzelstrang-Phagenvektoren M13mpl8 
und Ml3mpl9 <C. Yanisch-Perron et a 1 . , Gene 33, 103-119 [1985]), 
die bei Boehringer (Mannheim). Pharmacia-LKB GmbH undvielen 
anderen Anbietern erhaltlich sind. 

Zur radioaktiven Markierung wurde Desoxyadenosin-5- [a- 35 S ]thio- 
triphosphat eingesetzt (H.D. Biggin et al. , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 80, 3963-3965 [1983]). 

Die Restriktionsendonukleasen EcoRI , PstI , SphI und Haelll sowie 
DNS-Ligase (T4) wurden' von der Firma Boehringer, Mannheim, bezo- 
gen. Ncol war von New England Biolabs GmbH, 6 231 Schwalbach, und 
Polynukleotid-Kinase <T4) von Pharmacia/P-L, 7800 Freiburg i.Br. 
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quehzen enth'ielten, wurden durch Koloniehybridisierung identifi- 
ziert. Die Koloniehybridisierung wurde entsprechend dem von T . 
Maniatis et al. (Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor, . N. Y. , USA . [1982]) angegebenen Basis- 
protokolle in einer von J. P. Gergen et al. (Nucleic Acids Re- • 
search 7, 2115-2136 [1979]) beschriebenen Variante durchgef iihrt. 
Als radioaktives Hybridisierungsreagenz dienten die o.g. Oligo- 
nukleotide, die durch Umsetzung mit p> 32 -ATP und Polynukleotid- 
Kinase (T4) zuvor mit 5 ' -P 32 -Phosphat markiert worden waren., 

In den neukombinierten Plasmiden der positiven Klone wurde die 
Orientierung des synthetischen Ncol-Fragmentes von 18 Bp durch 
Restriktionsanalyse ermittelt. Dazu wurde nach Standardverf ahren 
Plasmid-DNS isoliert und mit der Restriktionsendonuklease Haelll 
umgesetzt. Die entstandeneh Fragmentmischungen wurden durch Gel- 
elektrophorese analysiert (Molekulargewichtsbestimmung durch 
Vergleich mit Haelll-geschnittenem pBR322 in einem 8 %igen Poly- 
acrylamidgel) . 

Die fur die Integration des synthetischen Fxagmentes von 18 Bp 
verwendete Ncol-Schnittstelle ist in pSB94 auf einem. Haelll- 
Fragment von 385 Bp lokalisiert. Dieses Fragment mufi in den neu- 
kombinierten Plasmiden fehlen iind durch zwei neue ,Fragmente er- 
setzt sein, da das 18 Bp-Fragment selbst eine Haelll-Sequenz 
tragt. Die GroSe der beiden neuen Fragmente hangt von der Orien- 
tierung des 18 Bp-Fragmentes ab: in der gewunschten, . in Abb. 2 
dargestellten Orientierung werden Fragmente von 342 Bp und 61 Bp 
erwartet, wahrend die entgegengesetzte Orientierung Fragmente 
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Die so erhaltenen neukombinierten Plasmide haben nur auf einer 
Seite des aus den beiden 45mer-01igonukleotiden gebildeten DNS- 
Abschnittes eine intakte Sphl-Sequenz . Diese hat in den gesuch- 
ten Plasmiden einen Abstand von 257 Bp von .der nachstgelegenen 
EcoRI-Sequenz (vergl. Abb. 3), wahrend diese Distanz in den 
Plasmiden der entgegengesetzten Orientierung genau wie in pSB94 
nur 212 Bp betragt. 

Die GroBenbestimmung der DNS-Fragmente , die durch Umsetzung der 
neukombinierten Plasmide mit den Restriktionssequenzen EcoRI und 
SphI erhalten wurden, durch Gelelektrophorese zeigte, daB pSA506 
eines der Plasmide mit der gewiinschten Orientierung des synthe- 
tischen DNS-Fragmentes ist. Zur Bestatigung der in Abb. 3 darge- 
stellten Sequenz wurde das EcoRI /Sphl-Fragment von 257 Bp in den 
Sequenziervektor M13mpl8 kloniert und sequenziert. 

1.3. Herstellung von pHS4133 

Eine Reaktionsmischung aus 3 \ig DNS des Plasmids pSA506 und 

5 Einheiten des Restriktionsenzyms PstI in 50 nl Reaktionspuf f er 

(wie in 1.1.) wurde . 2 h bei 37 °C inkubiert und wie in Beispiel 

1.1. aufgearbeitet. Es entstanden 3 DNS-Fragmente (27 Bp, 

2420 Bp und 4007 Bp) , die durch Elektrophorese in einem 1 %igen 

Agarosegel voneinander getrennt wurden. Die beiden groBeren 

Fragmente wurden durch Elektroelution aus dem Gel isoliert, ver- 

einigt und mit DNS-Ligase (T4) unter Reaktionsbedingungen wie in 

Beispiel 1.1. umgesetzt, aufgearbeitet und zur Transformation 
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(vergl. D.M. Weir, Handbook of Experimental Immunology, Vol. Ill, 
Blackwell Scientific Publ, Oxford 1978) hergestellt worden. Die 
zur Immunisierung. eingesetzte Phosphatase wurde nach bekannten 
Verfahren (A. Torriani, in: 'Methods in Enzymology', Vol. XIIB , 
212-218, L. Grossman, K. Moldave (Eds.) Academic Press, New York 
[1968]) isoliert. Ala. zweiter .Antikorper diente ein Ziegen-Anti- 
serum gegen Kaninchen-IgG, an welches alkalische Phosphatase als 
Marker-Enzym gekoppelt war (Cooper Biomedical Inc., Malvern, USA). 
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat wurde als Farbreagenz verwendet. 

Die drei Proteine sowie auch die drei o.g. Stanune, von denen sie 
produziert werden, sind untereinander so ahnlich, daB fur alle 
das gleiche Fermentations- und Isolierungsverf ahren angewendet 
werden kann. 

2.1. Fermentation 

20 ml L -Medium (E.S. Lennox, Virology 1_, 1 90-206 [1955 ] ), die 
zusatzlich 100 ;ig/ml Ampicillin enthielten, wurderi mit einer 
Einzelkolonie beimpft, 24 h bei 37 °C geschuttelt und anschlie- * 
Bend in 800 ml des gleichen Mediums uberfuhrt, die wiederum 
16 h bei 37 °C geschuttelt wurden. Diese Vorzucht wurde in ei- 
nem 20 1-Glasf ermenter uberfuhrt, in dem sich 9,2 1 Niedrigphos- 
phatmedium befanden (LP-Medium nach K. kreuzer et al. , Genetics 
83^, 459-468 [1975]).. Der Fermenter wurde 6 h bei 37 °C und einer 
Beluftung yon 10 1/min mit 220 min" 1 geruhrt. AnschlieBend wur- 
den die Zellen in einer Durchf luBzentrifuge geerntet, wobei ca. 
30 g feuchte Zellmasse erhalten wurde. 
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a) Die starkste Bande des Proteingemisches hat ein Molekular- 
gewicht, welches der in Tab. 1 angegebenen Aminosaurese- 
quenz entspricht. 

b) Dieses Protein ist durch Phosphat reprimierbar , d.h. die 
Bande fehlt, wenn die Zellen wie in 2.1., jedoch rait der 
10-fachen Phosphatkonzentration fermentiert wurden. 

c) Die Bande ist plasmidspezif isch, sie fehlt in Zellen des 
plasmidfreien Stammes E.coli SB 44 , der unter den gleichen 
Bedingungen wie in 2.1. hergestellt wurde. 

d) Die Bande reagiert ira Immunblot spezif isch mit Antiserum 
gegen gereinigte alkalische Phosphatase aus E.coli K12. 

Aus gelelektrophoretischen Molekulargewichtsbestimmungen mit 
Hilfe eines Standardproteingemisches (Low Molcular Weight Pro- 
teins der Firma Pharmacia) ist zu erkennen, dafi die Phosphatase- 
Derivate in der sogen. Pra-Form vorliegen, d.h. noch die Signal- 
sequenz der alkalischen Phosphatase enthalten. Die Proteine sind 
in verdunntem Puffer relativ schwer loslich. Daher lassen sich 
in den nach, Zeilauf schluS und Zentrifugation erhaltenen Uber- 
stande nur geringe Mengen nachweisen. L 

2.4. Reiniaung der Phosphatase-Derivate 

Die in 2.2. erhaltenen Proteinextrakte wurden zur weiteren Rei- t 
nigung der modif izierten Phosphatasen durch Gradientenchromato- 
graphie mit Hilfe eines Mitteldruck-Chromatographiegerates (FPLC) 
der Fa. Pharmacia, Uppsala/ Schweden , aufgetrennt. Eine Anionen- 
austauschersaule des - gleichen Herstellers (Typ Mono Q-HR 5/5} 
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3 . Spezifische Spaltung der modif izierten Phosphatase-Proteine 
mit Kollagenase 

3.1. Rein'igung der Kollagenase 

Clostridiopeptidase A aus Clostridium histolyticum (EC 3.4.24.3) 
wurde von der, Fa. Sigma Chemie GmbH, D-8024 Deisenhofen, Griin- 
walder Weg 30,'bezogen (Typ VII, Best. -Nr. C0773) . Das. Enzym 
wurde durch. Gradientenchromatographie unter Verwendung des FPLC- 
Gerates und, der gleichen Anionenaustauschersaule wie in Beispiel 
"2.4. weiter gereinigt. Es wurden 2 mg Kollagenase eingesetzt und 
mit einem aus Puffer A (10 Tris HC1, 5 mM CaCl 2 , pH 8.0) und ; 
Puffer B (10 mM Tris HC1, 5 mM CaCl 2 , 1 mil NaCl, pH 8.0) gebil- 
deten Gradienten von 0-200 mM NaCl mit einer Durchf luBgeschwin- 
digkeit von 0.5 ml/min eluiert. Das Gesamtvolumen des Gradienten 
betrug 20' ml. Die Kollagenase-Aktivitat wurde mit einem von E. 
Wunsch et all (Hoppe-Seyler 1 s Z. Physiol. Chem. 333, 149-151 
[1963]). beschriebenen Test ermittelt. Die aktivste Fraktion hat- 
te einen Proteingehalt von 0.8 mg/ml und- eine spezifische Akti- 
vitat von 2500 Einheiten/mg. Die im Folgenden beschriebenen 
Spaltversuche wurden mit dieser Fraktion ausgefiihrt, die bei 
-20 °C aufbewahrt wurde. 
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bahnen in Streifen geschnitten und mit einem Gel-Scanner (Fa. 
Isco, optische Einheit Typ 6, Absorptionsmonitor UA-5) bei 
. 280 nm quantitativ ausgewertet. Mit Hiife einer entsprechenden 
Eichkurve, die mit einem gereinigten Phosphatase-Protein erhal- 
ten worden war, wurden die Proteingehalte fiir die Banden des 
groBten Spaltproduktes aus den Peakhohen ermittelt. Die Ergeb- 
nisse sind auf S. .36 zusammengef aBt . Aus den- Daten ergibt sich 
eine Produktbildungsrate von 21 .0 pMol/min/Enzymeinheit fiir 
HS 4133/1. 

Die Trennung auf S. 35 zeigt in Spur 7 eine gelelektrophoretiache Trennung 
des grofiten Spaltproduktes aus einer Probe von HS 4133/1 nach volls tandiger 
Umsetzung mit Clostridiopeptidase A. 

3.3. Spaltunq von SA 506/1 

Das einkettige Protein hat eine Lange von 486 Aminosauren (MG. 
50 596) und enthalt die durch Kollage'nase spaltbare Sequenz 

-Gly- (Pro-Y-Gly) 5 -Pro- 
wobei fur Y einraal His und viermal Ala steht • (vergl . Tab. 1). 
Bei Spaltung aller Y-Gly-Bindungen e'ntstehen die gleichen Pro- 
teine vie aus HS 4133/1 (vergl. 3.2.) und 4 Mol Gly-Pro-Ala je; 
Mol Substrat. Die Bestimmung der Reaktionsf ahigkeit von SA 506/1 
gegenuber Clostridiopeptidase A erfolgte in der gleichen Weise 
wie bei HS 4133/1 . 

Der Reaktionsansatz enthielt 53 ug 506/1 in 100 nl und hatte 
die gleichen Enzym- und Puf f erkonzentrationen wie der Ansatz fiir 
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Abb. 5: Gelelektrophoretische Trennung der Phospha t a se-Proteine aus Tabelle 1 
sowie der daraus durch Umsetzung mit Clostridiopeptidase A erhaltenen 
Rea kt ions prod ukte 

~T 2 ~ 3" "4" 5" ~6~ 7 . 8 9 10 



- 94 000 

- 67 000 

- 43 000 

- 30 000 



- 21 100 
T 14 400 



SA341/1 SA506/1 ■ HS4133/1 SA302/1 



Reihe 1 und 10 
Reihe 2.^.6 und 8 
Reihe 3,5. 7 und 9 



Molekulargewichtsmarke 
Proteine aus Tabelle 1 

Prbdukte nach Spaltung mit Clostridiopeptidase A 



Das in Reihe 2 und 3 eingesetzte Fusionsprotein war nicht durch Gradienten- 
chroma tographie gereinigt worden. . '. 

Die Bande mit dem niedrigsten Molekulargewicht in Reihe 3 ist Gly-Pro-ACTH 
(1-39) . 

In Reihe 5 und 7 ist nur das hochmolekulare Spaltprodukt zu erkennen, das 
niedermolekulare Produkt hat das Gel vollstandig durchlaufen. 
In Reihe 9 sind aufier den Produkten der Spaltung mit Clostridiopeptidase A 
t HE 3 1. 200 und 10 700) auch Produkte unspezif ischer Spaltung enthalten.' 
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Patentanspruche 

1. Fusionsprotein der allgemeinen Formel I 

H 2 N-Z r X-(Pro-Y-Gly) n -Pro-Z ? -C00H (I), 

i n der 

n 5 . 2 i st , 

X und Y jede der 20 durch den genetischen 
Code festgelegten Aminosaunen dar- 
; , stent, 

Z 1 eine bakterielle Ami nosauresequenz 

und 

Z 2 das Zielpep.tid aus bel iebigen Amino- 

) sauren des genet i schen Codes be- 

deuten . 

2. Fusionsprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft 
n 2 bis 10 ist und X fur Gly steht. 

3. Fusionsprotein nach Anspruch 1 Oder 2,. dadurch gekennzeichnet, 
. daft Z-j eine Sequenz von 444 Aminosauren im Bereich der Amino- 

sauresequenz 1 - 444 der Praphosphatase aus E.coli K 12 dar- 
stel It. 
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12. Verfahren zur Herstellung eines eukaryot i schen Proteins 
nach Anspruch 11, dadurch gekennze i chnet , dafi man die 
Y-Gly-Bindungen in der Aminosauresequenz -X- ( Pro-Y -Gl y ) n -Pro 
rait einer Collagenase selektiv spaltet und ansch 1 i eftend 
den N-terminalen Gly-Pro-Rest mit einer Postprol indi peptidy 1 
aminopeptidase abspaltet. 
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Abb. 2 : Restriktionskar te des Plasmids pSA302 



.297 ' . 298 

Tyr His Gly Pro Ala Gly Pro His Gly 

5 ' -TAcjcAT GGC CCT GCA GGA CCcjcAT GGC-3' 



3»-ATG GTA cfcG GGA CGT CCT GGG GTA dCG-5 * 
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Abb. 4 ; Restriktionskarte des Plasmids pHS4l33 



447 448 
Pro His Gly Pro Ala Gly Pro His Ala 

5'-CCG CAT Gj GT CCT GCA GGT CCG CAT d cC-3' 

3/ -GGcj GTA ■ CCA G GA CGT C CA GGcj GTA CGG-5* 



(SphI) 



PstI 



SphI 



(Xhol/Sall) 
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